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RESUMEN

La IL-6 actda a través del receptor de membrana y del
soluble (IL-6sR) que confiere sensibilidad a células sin
receptor de membrana. Previamente reportamos aumen-
to de IL-6sR en trombocitemia esencial (TE), una neo-
plasia mieloproliferativa (NM). En este trabajo se evalué
la accion del complejo IL-6/IL-6sR (COMP) comparado
con la IL-6 en su capacidad de proteccion de la apoptosis
de progenitores CD34+ normales y de NM y de activa-
cion de JAK/STAT en plaquetas normales y de NM. Se
evalué expresion de fosfatidilserina por marcacién con
anexina V y de caspasa 3 activada en células CD34+ de
sangre periférica de NM y de cordén umbilical como con-
trol, y activacién de JAK2 y STAT3 por western-blot con
anticuerpos contra las proteinas fosforiladas y sin fosfo-
rilar. En conjunto, los progenitores CD34+ de pacientes
y controles tuvieron menos apoptosis con COMP que con
IL-6 (activacién de caspasa 3 p=0.001, 7 normales, 4 pa-
cientes; expresién de anexina V p=0.029, 6 normales, 5 pa-
cientes; Rangos sefialados Wilcoxon) La activacién de
JAK2 y STAT3 en plaquetas se evalué calculando la re-
lacién (Rel) de intensidad de la banda de la proteina
fosforilada respecto del total estimulada por COMP (Rel
COMP) y por TPO (RelTPO), obteniéndose el cociente
(Rel COMP/TPO). Los pacientes JAK2V617F + tuvieron
aumento de Rel COMP/TPO del STAT3, 2.03 (0.45-3.03)
(mediana y rango) (n=4), respecto de controles 0.63 (0.014-
0.8) (n=5) y pacientes no mutados, 0.75 (0.005-1.12) (n=>5)
(ANOVA p=0.018). La activacién de JAK2 siguié una ten-
dencia similar a STAT3 aunque no alcanzé diferencias
significativas.

Los resultados sugieren que el COMP es mas efecti-
vo que la IL-6 en la proteccion de la apoptosis de los pro-
genitores CD34+. Esto junto al hallazgo de aumento de
IL-6sR en TE, sugeririan que un mayor nivel de IL-6sR
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favorece la sobrevida de los progenitores megacarioci-
ticos en NM. La proteccién ocurriria a través de JAK2 y
STAT3 siendo mas eficiente en pacientes JAK2V617F+.

Palabras clave: Receptor de interleuquina 6, Plaquetas,
JAK2-V617F, Progenitores hematopoyéticos, Apoptosis.

INTRODUCCION

La trombopoyetina (TPO) es la principal citoquina
estimulante de la megacariopoyesis. Sin embargo, se
han descrito algunos otros factores “TPO indepen-
dientes” capaces de inducir el desarrollo megacario-
citico, entre ellos la interleuquina 6 (IL-6)".

La IL-6 acttia a través de su receptor especifico
(IL-6Rar) en la membrana de las células blanco que
se asocia con una glicoproteina llamada gp130, en-
cargada de la transduccién de la sefal intracelular.
La activaciéon y homodimerizacién de la gp130 indu-
ce fosforilacién de Janus quinasas (JAKs), favorecien-
do la activacion de signal transducers and activators of
transcription (STATs). Esta ruta de sefializacion es ac-
tivada también por TPO y por otras citoquinas que
utilizan la gp130 para la transduccién de la sefial
intracelular. Existe ademds una forma soluble del
receptor (IL-6sR) que al unirse a la IL-6 es capaz de
desencadenar la transduccion de la sefial en células
que no poseen IL-6Ra;, como las células endoteliales,
y ampliar asi el espectro celular sobre el que la IL-6
ejerce su accion. Este mecanismo se denomina trans-
sefializacién®. El IL-6sR se une a su ligando con afi-
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nidad similar al IL-6Ra, actuando de manera
agonista y siendo capaz de prolongar la vida media
de la IL-6. El mecanismo de trans-sefializacién a tra-
vés del IL6-sR se encuentra implicado en numerosas
patologias en donde actda facilitando la accién
antiapoptotica de la IL-6. La activacién de las sefia-
les intracelulares inducida por IL-6 es de importan-
cia en la produccién de progenitores hematopoyéticos
inmaduros y comprometidos con el linaje mega-
cariocitico’.

Las neoplasias mioloproliferativas crénicas (NM)
son un grupo de enfermedades que se caracterizan
por un aumento de la proliferacion de alguno de los
linajes mieloides. Asi, la policitemia vera (PV) se
identifica por una exacerbacién de la serie eritroide,
la trombocitemia esencial (TE) por un aumento de la
serie megacariocitica y la mielofibrosis primaria (MP)
por fibrosis medular y desarrollo mieloide extrame-
dular*. En los ultimos anos, el descubrimiento de la
mutacién V617F en la tirosinquinasa JAK2, con dife-
rentes frecuencias en cada una de estas tres entida-
des, ha puesto en evidencia que son patologias con
diferencias fenotipicas pero que comparten ciertas
caracteristicas genéticas. Los factores que determinan
el desarrollo de cada uno de estos tres desérdenes no
estan totalmente dilucidados. La mutacién V617F en
el dominio autoinhibitorio de la quinasa, induce un
aumento de la actividad de la misma, provocando
activacion constitutiva en lineas celulares® y creci-
miento independiente de citoquinas in vitro®.

En un trabajo previo” describimos el aumento
plasmatico del IL-6sR en pacientes con TE. Dada la ca-
racteristica agonista del IL-6sR y la amplia participacién
de su ligando en la megacariocitopoyesis, en el presen-
te trabajo se evalud la actividad del complejo IL-6/IL-
6sR (COMP) y de la IL-6 por si sola en la proteccion de
la apoptosis de células progenitoras CD34+ normales
y de pacientes con NM, asi como la activacién de las
rutas de sefializaciéon JAK/STAT en plaquetas norma-
les y de pacientes con NM portadores de la mutacién
JAK2V617F y negativos para la misma (JAK2WT).

MATERIALES Y METODOS

Pacientes y controles

Los pacientes se diagnosticaron de acuerdo a los
criterios del PVSG, utilizdndose inicamente muestras
de pacientes libres de tratamiento. Se estudiaron 15
pacientes, 12 con TE, 2 con PV y uno con MP. Los
progenitores hematopoyéticos CD34+ normales se
obtuvieron de sangre de cordén umbilical humano de
partos a término de embarazadas sin antecedentes de
enfermedad hematolégica. La recoleccién de estas
muestras se realizé en el Hospital Materno Infantil
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de San Isidro. Las muestras de plaquetas normales
se obtuvieron de individuos sanos que no habian
ingerido medicacion alguna en los tltimos 8 dias.
Este proyecto cuenta con la aprobacién del comi-
té de ética del Instituto de Investigaciones Médicas
A. Lanari, y del Hospital Materno Infantil de San Isi-
dro. Tanto pacientes como controles normales firma-
ron el consentimiento informado correspondiente.

Muestras biolédgicas

Progenitores hematopoyéticos CD34 positivos: los
progenitores hematopoyéticos CD34+ normales se
obtuvieron recogiendo la sangre de cordén umbilical
en tubos estériles conteniendo buffer anticoagulante
BAC (PBS, 1mM EDTA, 50 U/ml heparina). Los pro-
genitores CD34+ de pacientes con NM se obtuvieron
a partir de sangre periférica utilizando el mismo
anticoagulante.

Plaquetas: las plaquetas de pacientes y controles
normales se obtuvieron de sangre periférica anticoa-
gulada con BAC suplementado con inhibidores de la
activacién plaquetaria y se aislaron por método con-
vencional. El plasma rico en plaquetas fue filtrado
por filtros desleucocitantes (Purecell PL, Pall Biome-
dical Products, East Hills, NY, USA) para descartar
la presencia de glébulos blancos.

Purificacién de progenitores CD34+

Los progenitores se purificaron por método inmu-
nomagnético de selecciéon positiva miniMACS utili-
zando un anticuerpo directo anti-CD34 unido a es-
feras metalicas (Myltenyi Biotec GMBH Alemania).

Estudios de apoptosis en células progenitoras CD34+

Activacién de caspasa 3 por citometria de flujo:
Para este ensayo se hizo proliferar a las células
CD34+ cultivandolas por un periodo de 48 hs en me-
dio IMDM suplementado con suero fetal bovino 2%,
BSA 1.5%, transferrina saturada de hierro 200 pg/ml,
Stem Cell Factor 25 ng/ml, lipidos sonicados, en pre-
sencia de penicilina y estreptomicina. Después de la
proliferacion las células fueron lavadas con PBS/
BSA/EDTA y cultivadas durante 12 hs en medio con-
dicionado IMDM, deprivado de nutrientes, como
base para inducir apoptosis, o bien el mismo medio
con el agregado de 100 ng/ml de IL-6 o 100 ng/ml
de IL-6 + 200 ng/ml de IL-6sR (citoquinas provenien-
tes de R&D Systems, Minneapolis, USA). Después de
este periodo se realiz6é la marcaciéon de las células
progenitoras con CD34 FITC y CD45 PerCP por 30
min. a temperatura ambiente para la seleccion de la
poblacién. Luego las células marcadas fueron lava-
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das y se procedié a la fijacién y permeabilizacién
utilizando un kit comercial (PharMingen TM), para la
posterior marcacion intracitoplasmatica de caspasa 3
activada con un anticuerpo monoclonal unido a PE
(Becton Dickinson, San José, CA, USA). Los resultados
se expresaron como porcentaje de marcacion de caspasa
3 activada en las células expuestas a los distintos trata-
mientos (IL-6 sola o complejo IL-6 + IL-6sR) respecto a
la marcacién obtenida en las células cultivadas en
IMDM sin el agregado de citoquinas, que fue conside-
rada como el 100% de activacién de caspasa 3.

Expresion de fosfatidilserina: las células CD34+
purificadas se cultivaron en medio deprivado de
nutrientes como metodologia para inducir apoptosis.
Los cultivos se realizaron durante 16 hs a 37 °C en
medio IMDM s6lo y con el agregado de 100 ng/ml
de IL-6 0 100 ng/ml de IL-6 + 200 ng/ml de IL-6sR.
La concentracién celular sembrada fue de 50000 cé-
lulas/well/ml. Pasado el tiempo de incubacién las
células fueron cosechadas, lavadas e incubadas con
Anexina V unida al fluorocromo FITC e ioduro de
propidio. La Anexina V se une a la fosfatidilserina que
se expone en la cara externa de la membrana plas-
matica cuando la célula entra en apoptosis, mientras
que el ioduro de propidio penetra en las células en las
que la integridad de su membrana ha sido alterada,
como es el caso de las células necréticas y apoptéticas
tardias. Para este estudio se utiliz6 un kit comercial
(Becton-Dickinson) segtin las recomendaciones del fa-
bricante. Los resultados se expresaron como porcen-
taje de células apoptoéticas totales (apoptosis tempra-
na representada por eventos anexina V positivos,
ioduro de propidio negativos, mas apop-tosis tardia,
representada por eventos anexina V positivos, ioduro
de propidio positivos).

Estudio de fosforilacién de proteinas plaquetarias

Para el estudio de fosforilacién de proteinas, las
plaquetas filtradas se ajustaron a 1.10°/ul. Se estimu-
laron 200 ul de esta suspension plaquetaria con a) 100
ng/ml IL-6, b) 100 ng/ml IL-6 + 200 ng/ml IL-6sR,
¢) 100 ng/ml TPO. Las muestras se incubaron 10
minutos a 37° C, se lisaron con buffer de lisis M-Per
(Pierce Biotechnology, Rockford, USA) y se agrega-
ron inhibidores de proteasas y fosfatasas. Las mues-
tras fueron centrifugadas a 4 °C 10 min a 14000 rpm.
Las proteinas plaquetarias se separaron mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida y se realizaron
western-blots utilizando anticuerpos especificos con-
tra las proteinas JAK2 y STAT3 fosforiladas y sin
fosforilar (Cell Signalling, Beverly, MA y Santa Cruz
Biotechnology).

Para evaluar el grado de activacion de JAK2 y
STAT3 en plaquetas, se calculd la relacion (Rel) divi-

diendo la intensidad de la banda correspondiente al
JAK2 o STATS3 fosforilados por la del JAK2 o STAT3
total, tanto en la muestra estimulada con el comple-
jo (RelCOMP) como en la estimulada por TPO
(RelTPO) y luego se obtuvo el cociente entre ambas
relaciones con el fin de relativizar el grado de fosfo-
rilacién del complejo respecto a TPO (RelCOM/TPO).

Estadistica

Los resultados se expresaron como mediana y
rango. Para la comparacién de la expresion de
caspasa 3 activada y anexina V con los distintos tra-
tamientos se utiliz6 el test de rangos sefialados de
Wilcoxon que compara muestras apareadas. Para
analizar si la proteccion frente a la apoptosis era dis-
tinta entre pacientes y controles se utilizé el test de
suma de rangos de Wilcoxon. La comparacién del
grado de activacién de JAK2 y STAT3 entre pacien-
tes JAK2V617F, JAK2WT y controles normales se rea-
liz6 mediante el analisis de varianza.

RESULTADOS
Evaluacion de la apoptosis de progenitores CD34+

Activacion de caspasa 3

En conjunto, los progenitores hematopoyéticos de
pacientes y controles mostraron una menor activacién
de caspasa 3 al ser estimulados con el COMP, media-
na 82.9%, rango 47.7-103.8%, respecto a la IL-6,
100.0% (76.1-142.0) (p=0.001; 7 normales, 4 pacientes).
Al compararse los resultados entre pacientes y con-
troles, se observé que no habia diferencias en el gra-
do de proteccion del COMP respecto de la IL-6 entre
ambos grupos. En la Fig. 1A se muestran los resulta-
dos en el grupo de pacientes y controles normales por
separado. En la Fig. 1B se muestra un ejemplo repre-
sentativo de la activaciéon de caspasa 3 obtenida en
presencia del COMP y de IL-6.

Expresion de Anexina V

De forma similar a lo observado para caspasa 3
activada, la expresion de anexina V fue menor en las
muestras estimuladas con COMP, 40.3% (12.9-83.7),
que en aquellas estimuladas con IL-6 sola, 51.4%
(22.4-77.3), p=0.029; (6 normales y 5 pacientes). Tam-
poco se observaron diferencias en la respuesta de los
pacientes respeto a los controles normales. En la Fig.
2A se muestran los resultados de los pacientes y con-
troles y en el Fig. 2B un ejemplo de la distribucién
de los eventos anexina V positivos por citometria de
flujo.
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Fig. 1.— Caspasa 3 activada en progenitores hematopoyéticos CD34+. (A) Porcentaje de activacion de caspasa 3 inducido por IL6 o complejo IL6/
IL6sR (COMP) en pacientes (P) y controles normales (N) tomando como 100% de induccion de muerte la expresion de caspasa 3 activada en las
células cultivadas sin citoquinas. (B) Histograma representativo de la expresion de caspasa 3 activada en una muestra tratada con IL6 (histograma

de la derecha) y COMP (histograma de la izquierda).

De los 8 pacientes estudiados para apoptosis de
progenitores, solo uno fue portador de la mutacién
JAK2V617E. Esto imposibilitd la realizacion del anali-
sis comparativo entre pacientes con y sin la mutacion.

Activacion de JAK2 y STAT3 en plaquetas

La activacion de la ruta de sefializacién JAK2 y
STATS3 se estudi6é en muestras de plaquetas evaluan-
do las bandas de las proteinas fosforiladas en ausen-
cia de citoquinas y en presencia de a) IL-6, b) Com-
plejo IL-6/IL-6sR, c) TPO, citoquina estimulante de
la via JAK2/STAT3. Tanto las plaquetas enfrentadas
con vehiculo carente de citoquina como aquellas in-
cubadas en presencia de IL-6 no presentaron activa-
cién de JAK2 ni STAT3, demostrando la incapacidad
de la IL-6 por si sola de transducir la sefal en
plaquetas. En cambio, la estimulacién con TPO y
COMP di6 lugar a la aparicién de bandas de protei-
na fosforilada tanto para JAK2 como para STAT3.

La fosforilaciéon de JAK2 inducida por TPO fue
semejante en los pacientes portadores de la mutacién,
0.39 (0.20-0.80), en los pacientes no mutados, 0.59 (0.05-
1.86), y en los controles normales, 0.38 (0.01-0.75), Fig.
3A. En cambio, se observé mayor activacion de JAK2
inducida por COMP en los pacientes JAK2V617F, 0.33
(0.008-2.25) respecto de los no mutados, 0.007 (0.005-
0.014) y los normales, 0.038 (0.004-0.07) aunque la
diferencia no fue estadistica-mente significativa, Fig. 3B.

Cuando se analiz6 el nivel de fosforilacion de
STAT3 se observaron las siguientes tendencias: al
inducir la activaciéon con TPO los pacientes con la
mutacion presentaron menor grado de fosforilacién,
0.72 (0.009-2.10), que los no mutados, 1.08 (0.35-7.79)
y que los controles normales, 11.52 (0.18-21.80), Fig.

3C. Por el contrario, la fosforilacién inducida por el
COMP fue mayor en pacientes JAK2V617F, 1.34 (0.69-
4.61), que en los JAK2WT, 0.39 (0.005-2.80) y que los
sujetos normales, 0.27 (0.11-1.84), Fig. 3D.

Al relativizar la activaciéon inducida por el COMP
respecto a la TPO observamos mayor Rel COMP/
TPO para STAT3 en los pacientes JAK2V617F, 2.03
(0.45-3.03) (n=4), que en los pacientes negativos para
la mutacién, 0.75 (0.005-1.12) (n=5) y en los contro-
les normales 0.63 (0.014-0.8) (n=5) (p=0.018), demos-
trando en el grupo mutado un aumento del nivel de
fosforilacion de STAT3 inducida por el COMP. Los
niveles de fosforilacion de JAK2 siguieron la misma
tendencia: pacientes JAK2V617F 1.16 (0.02-2.81), pa-
cientes JAK2WT 0.01 (0.01-0.14), normales 0.22 (0.1-
0.34), Fig. 3E. En la figura 3F se muestra un ejemplo
representativo de la activacion de STAT3 en un pa-
ciente JAK2V617F y en uno JAK2WT.

DISCUSION

Los resultados del presente trabajo indican que el
complejo IL-6/1L-6sR es mas efectivo que la IL-6 por
si sola en la proteccién de la apoptosis de los proge-
nitores hematopoyéticos tanto normales como de
pacientes con NM. Esta diferencia podria basarse en
el hecho de que la IL-6 requiere del receptor especi-
fico de membrana IL-6Ra, que, en los progenitores
CD34+ de las muestras estudiadas en este trabajo,
tuvo una expresion baja, no superando el 12% (da-
tos no mostrados). En cambio, la expresion ubicua de
la gp130 encargada de transducir la sefial intrace-
lular, posibilita la respuesta frente al complejo IL6/
IL6sR. Las rutas de sefalizacion involucradas en este
efecto serfan JAK/STAT y PI3K/AKT.
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Fig. 2.— (A) Porcentaje de expresion de anexina V (apoptosis temprana y tardia) inducido por IL6 o complejo IL6/IL6sR (COMP) en pacientes (P) y
controles normales (N). (B) Marcacién para anexina V en el eje X y la incorporacién de ioduro de propidio en el eje Y. Los eventos comprendidos en
el cuadrante inferior derecho son AV+IP-, y representan las células en apoptosis temprana. Los eventos en el cuadrante superior derecho AV+IP+

corresponden a las células en apoptosis tardia.

El aumento del IL-6sR plasmatico que describi-
mos previamente en pacientes con TE (7) nos indujo
a estudiar su repercusion en las vias de sefializacion
de IL-6. Debido a la dificultad en la obtencién de la
cantidad suficiente de progenitores CD34+ necesarios
para realizar los estudios de activaciéon de JAK/STAT
utilizando esta metodologia, se buscé otro tipo celu-
lar que perteneciera a la estirpe afectada y que fuera
de facil obtencién. Las plaquetas presentan la venta-
ja de poder obtenerse facilmente, en cantidad sufi-
ciente y podrian tomarse como reflejo de la trans-
duccién de la sefial corriente abajo de la IL-6 en el
linaje megacariocitico.

La fosforilacién de STAT3 inducida por el comple-
jo IL-6/IL-6sR fue mayor en las plaquetas de los pa-
cientes JAK2V617F que en los no mutados y en los
controles sanos, demostrando un aumento de la ca-

pacidad de activacién de esta via por el complejo.
Contrariamente, la TPO indujo menor activacién de
STAT3 en los pacientes positivos para la mutacion.
Moliterno y colaboradores han demostrado que los
pacientes con TE JAK2V617F+ tienen menor expre-
sion del receptor Mpl en plaquetas que aquellos ne-
gativos para la misma, existiendo una correlacién
inversa entre la carga alélica de JAK2V617F y la ex-
presion del receptor Mpl en NM?®. Esto podria suge-
rir que el aumento relativo de la fosforilacién de
STAT3 inducida por el COMP respecto de TPO en
pacientes con la mutaciéon de JAK2 se deba también
a una menor actividad de TPO por la disminucién de
su receptor Mpl. La evaluacién de los niveles de Mpl
plaquetario en todos los pacientes incluidos en el
estudio estd en curso para aclarar este punto. En con-
junto, estos resultados sugieren que la sefializacién



16

HEMATOLOGIA

® Volumen14-N°1,2010

A B
Rel JAKZ (TPO) Rel JAKZ (COMP)
1,954 2,36+
1,424 1,574
0,90 0,784
0,374 -0,01+ Fa
0,15 v 081 l "
VE17F  JAK2WT  NORM VE17TF  JAK2WT NORM
C D
Rel STAT3 (TPO) Rel STAT3 (COMP)
22,88, 4,84+
16,364 3,41
g a2 1,974
3,204 0,544
-3,25. i 0,90

VB17F  JAK2WT NORM

Rel COMP/TPO (STAT3)

*
2,324
1,614
o7t i
-0,10 i

VEB17F  JAK2WT  NORM

RelCOMP/TPO (JAK2)

i

~3.12

-2,30

1,49

0,67

014

V&17F

basal IL -6

JAKZWT  NORM

JAK2WT

JAK2VB17F

COMP

TPO CT+

VB17F  JAKZWT  NORM

P-STAT3

P-STAT3

IL -6sR

STAT3 TOTAL

STAT3 TOTAL

Fig. 3.— Fosforilacién de JAK2 y STAT3 en plaquetas. (A-D) Mediana y rango de la relacién de intensidad de las bandas fosforilada y total para cada
proteina (JAK2 y STAT3) inducida por TPO y COMP en los pacientes portadores de la mutacion JAK2V617F, no mutados (JAK2WT) y controles
normales (NORM). (E) Mediana y rango de la relacion de fosforilacion inducida por COMP respecto a TPO ( Rel COMP/TPO) para el STAT3 y el
JAK2 en los distintos grupos. (*) diferencia estadistica entre el grupo JAK2V617F y los grupos JAK2ZWT y controles, p=0.018. (F) Western blot
representativo de la fosforilacion de STAT3 en una muestra incubada con medio carente de citoquinas (linea 1), IL6 (linea 2), complejo IL6/IL6sR
(linea 3), TPO (linea 4), receptor soluble de IL6 solo (IL6sR, linea 6). En la linea 5 se muestra un control positivo de fosforilacion.



SENALES DE SOBREVIDA INDUCIDAS POR EL COMPLEJO IL-6/IL-6SR EN EL LINAJE MEGACARIOCITICO 17

por JAK2/STAT3 en plaquetas de pacientes portado-
res de la mutacién de JAK2 estaria mas estimulada
por el complejo IL-6/IL-6sR que por trombopoyetina.

Majka y colaboradores’ describieron que la TPO y
la IL-6 protegen de la apoptosis a los progenitores
CD34+. En este trabajo demostramos que la presencia
de IL-6sR junto a la IL-6 es mas efectiva que la IL-6
sola en su capacidad antiapoptdtica. Si el patrén de
fosforilacién que observamos en plaquetas fuera reflejo
de lo que ocurre en los progenitores, los pacientes
portadores de la mutacion JAK2V617F podrian tener
un aumento de STAT3 fosforilado mediado por el com-
plejo IL-6/1IL-6sR, lo que contribuiria, al menos en
parte, a la disminucién de la apoptosis que caracteri-
za al clon hematopoyético en estos pacientes.

Majka demuestra, ademads, la capacidad de IL-6 de
inducir activacion de STAT1, 3 y 5 en progenitores
CD34+ y megacarioblastos pero no en plaquetas. Del
mismo modo, nosotros tampoco obtuvimos fosforila-
cién de JAK2 ni STAT3 inducida por IL-6 sola en nin-
guna de las muestras estudiadas. Este resultado con-
cuerda con la ausencia de receptor de IL-6 (IL-6a1) en
la membrana plaquetaria descrita por nuestro grupo
con anterioridad™. En cambio, el agregado de concen-
traciones equimolares de IL-6sR produjo una activa-
cién de JAK2 y STAT3 en las muestras de controles
normales y pacientes, revelando que la transduccién
de la sefial inducida por IL-6 en plaquetas ocurre
exclusivamente a través del complejo IL-6/IL-6sR. En
este contexto, el aumento de IL-6sR en TE cobra ma-
yor importancia fisiopatoldgica, ya que podria aumen-
tar la sefializacion intraplaquetaria mediada por IL-6,
potenciando asi la activacién plaquetaria inducida por
otros agonistas.

En conclusion, el complejo IL-6/IL-6sR es més efec-
tivo que la IL-6 en la proteccién frente a estimulos
apoptoticos, por lo que el aumento del nivel de IL-6sR
en trombocitemia esencial favoreceria la sobrevida de
los progenitores hematopoyéticos CD34+ que dan
origen a los megacariocitos, contribuyendo al cuadro
caracteristico de la enfermedad. Por otra parte, estimu-
larfa sefiales de activacion intraplaquetaria con mayor
eficiencia en pacientes JAK2V617F.

ABSTRACT

IL-6 acts through its membrane bound and soluble (IL-
6sR) receptors. The latter confers IL-6 sensitivity to cells
that lack the anchored receptor. Previously, we have
reported IL-6sR increase in essential thrombocythemia (ET),
a myeloproliferative neoplasm (MN). In the present work,
we evaluated the effect of IL-6/IL-6sR complex (COMP)
compared to that of IL-6, regarding its ability to protect
CD34+ progenitors form apoptosis and to activate JAK/
STAT in platelets, from both, MN patient and normal
samples. Altogether, progenitors from patients and controls
underwent less apoptosis in the presence of COMP than
with IL-6 (activated caspase 3 p=0.001; anexin V expression

p=0.029). JAK2 and STAT3 activation was evaluated by
western-blot comparing the phosphorylated and the total
protein induced by COMP (RelCOMP) and thrombopoietin
(RelTPO) and calculating the ratio (R COMP/TPO).
Patients harbouring JAK2-V617F had increased STAT3 R
COMP/TPO, 2.03 (0.45-3.03) (median, range) than controls,
0.63 (0.014-0.8) and patients without the mutation, 0.75
(0.005-1.12) ANOVA p=0.018. JAK2 activation showed the
same pattern but did not reach statistical significance.

These results suggest that COMP is more effective than
IL-6 in protecting hematopoietic progenitors from
apoptosis. These findings together with the increased IL-
6sR levels previously found in ET, suggest that high IL-6sR
levels could favour megakaryocytic progenitors survival in
MN. This protection would occur through JAK2/STAT3,
being more efficient in patients carrying the JAK2-V617F
mutation.

Key words: Interleukin 6 receptor, Platelets, JAK2-
V617F, Hematopoietic progenitors, Apoptosis.
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